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海水养殖场底泥中转化硫和磷化合物的微生物及其
多样性
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摘要 :对福建某近海养虾场底泥环境中硫和磷 2 种元素的微生物代谢进行了研究. 结果表明 ,细菌代谢有机硫和无机硫产 H2 S
是养殖过程中造成 H2 S污染的主要因素 ,利用半胱氨酸和硫代硫酸钠产生硫化氢的细菌数量分别为 116 ×106 和 4135 ×103
个·g - 1底泥 ;进一步研究发现 ,芽孢杆菌属、盐芽孢杆菌属和微杆菌属等细菌是产 H2 S的优势菌群 ,而硫酸盐还原菌的数量较
少 ,仅为 25 个·g - 1 ,其产 H2 S的作用不明显. 研究还发现 ,转化有机磷和无机磷酸盐的优势菌群属于好氧细菌 ,其中分解卵磷
脂的细菌和产磷酸酯酶细菌的数量分别为 2117 ×105 和 1121 ×106 个·g - 1 ,转化磷酸钙的细菌数量为 6196 ×103 个·g - 1 . 本
文从微生物学的角度探讨了养殖环境中硫、磷化合物的转化 ,提出细菌好氧代谢产 H2 S 是养殖环境潜在的污染因素 ,给出了
一些改善和修复养殖环境生态的建议.
关键词 :海水养虾场 ; H2 S ; 芽孢杆菌 ;硫元素代谢 ;磷元素代谢
中图分类号 :X714 　文献标识码 :A 　文章编号 :025023301 (2005) 0220157206
收稿日期 :2004203231 ;修订日期 :2004207229
基金项目 :中国科学院知识创新工程项目 ( KZCX12SW2122Ⅱ) ;中国
科学院百人计划项目.
作者简介 :王亚南 (1964～) ,女 ,博士研究生 ,主要研究方向为食品科
学和环境微生物学.
3 通讯作者 ,电话 : 010261652317 ; E2mail : liusj @sun. im. ac.
cn
Bacterial Conversion of Sulf ur2and Phosphorous2Compounds and Microbial Diver2
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Abstract :The H2 S2producing bacteria and the phosphorous2cycling bacteria in sediments from near2shore marine2cultural region were
investigated. Results indicate that the bacterial H2 S production in aerobic condition is the dominating process to produce H2 S in the
sediment of cultural pond. The total counts of H2 S2producing bacteria utilizing cysteine and Na2 S2O3 were 116 ×106 and 4135 ×103
cells g - 1 respectively. The counts of sulfate2reducing bacteria in the sediments were very little , only 215 ×101 g - 1 . Further results
show that the bacterial counts of decomposing lecithin and secreting phosphatase were 2117 ×105 and 1121 ×106 g - 1 respectively ,
bacterial counts of dissolving Ca3 PO4 were 6196 ×103 g - 1 . Traditional taxonomy and partial 16S rRNA gene sequencing on the H2 S2
producing and phosphate2cycling bacteria indicate that most isolates could be classified as members of the following Genera : B acillus ,
Halobacillus , Microbacterium , etc.






化 ,并在生物 (特别是微生物) 作用下产生不同的代
谢产物 ,其中部分代谢产物 (如 H2 S、无机磷酸盐等)
对养殖水体造成严重污染并对养殖对象构成危害.
以往的研究主要集中在水体中有机污染物在微生物
作用下的转化[2 ] 、微生物对有机污染物的代谢[3 ]及
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0～12cm 的底泥样品柱 ,每 2 cm 为一个样品 ,即 0
～2 cm、2～4 cm、4～6 cm、6～8 cm、8～10 cm、10～
12 cm 共 6 个样品.
112 　菌种分离和培养
(1) 细菌基础培养基和培养条件 　试验所用基
础培养基是依据 Eguchi 等人的人工海水培养基 (ar2
tificial seawater , ASW) 配方[6 ] ,固体培养基中加入
15 g/ L 琼脂粉. 培养温度为 30 ℃.
(2) 细菌分离 　用无菌生理盐水分别对 6 个底
泥样品进行 10 倍梯度的逐级稀释 ,在 ASW 平板上
涂布分离 ,于细菌计数的同时 ,以每个样品为独立单
元 ,从平板上挑取形态各异的单菌落. 再经反复纯化









酯酶[8 ] 、NaCl 浓度梯度生长范围和 p H 梯度生长范
围等. 对非芽孢细菌鉴定 ,除了上述的生理生化指标
外 ,还增加了利用肌醇产酸、乙醇氧化、乙酸氧化、苯
丙氨酸脱氢酶和耐 72 ℃处理 15min 后的生长实验
等.
(2) 16S rDNA 序列扩增及测序 　参考文献 [ 7 ,
9 ]提取细菌纯菌株的基因组 DNA ,并采用 PCR 扩
增 16S rDNA 片段 , 扩增引物为 Pf ( 8 ～ 27 )
A GA GTTTGA TCCTGGCTCA G , Pr ( 1495 ～ 1514 )
ACGGCTACCTTGTTACGACT , 扩 增 产 物 为 约
1500 bp 的近似全长 16S rRNA 基因. 测定 5’端的










检验采用卵磷脂培养基 [ ASW + (5 % V / V 生理盐
水∶蛋黄液 = 1∶1) ] [7 ] ;不溶性的无机磷化合物转化
成为可溶性的磷酸盐的检测采用 Ca3 ( PO4 ) 2 培养
基[10 ] ;细菌磷酸酯酶的检测采用磷酸酯培养基[8 ] ;
硫酸盐还原成为硫化氢的细菌计数采用硫酸盐还原
菌计数培养基[10 ] . 这些培养基的 p H 均调整为 715
～810 ,根据培养基组分不同 ,分别在 112 ℃或 121 ℃
蒸汽灭菌 20 或 30min. 好氧细菌液体生长培养基在
调好 p H 后 ,先分装到玻璃试管中 ,液层高度 4～
5cm ,然后蒸汽灭菌 ;细菌厌氧生长培养基在配制好
后 ,先灭菌 ,然后无菌操作 ,分装到已灭菌的玻璃试
管中 ,接种后 ,再用已灭菌的液体石蜡和凡士林混合
液 (质量比 1∶1 ,)密封. 普通固体培养基配制完毕后
先进行灭菌 ,然后无菌操作倒平板. 细菌磷酸酯酶培
养基的制备 :在已熔化的普通牛肉汁营养琼脂中 ,加
入过滤除菌的 1 %的酚酞二磷酸溶液 ,使其最终浓
度达 0101 %. 细菌利用半胱氨酸和 Na2 S2O3 产 H2 S
通常培养 3～10d ,分解卵磷脂和产磷酸酯酶培养 3
～5d ,转化 Ca3 ( PO4) 2 培养 15d ,所有生物样品均在
恒温培养箱内 30 ℃静止培养.
11412 　不同生理类群细菌的计数方法
底泥样品中参与 S、P 化合物代谢的细菌计数 ,
采用最大可能数计数法 ( MPN ) 和平板计数法
(CFU)进行[10 ] . 在 MPN 法计数中 ,先将泥样做一
系列的 10 倍稀释 ,至最后一级稀释液接种后 ,不出
现菌的生长为临界级数. 取后 5 种稀释液 ,每个稀释
度样品液各吸 1mL ,接入到相应的液体培养基中 ,
通常做 3 管平行实验 ,此种 MPN 计数法也称 3 管
法 ;平板计数法 (CFU) 也采用上述的样品系列稀释
液 ,每个稀释度做 3 个平行 ,每个平板加 011mL 稀
释液 ,均匀涂布. 所有生物样品的培养温度均为
30 ℃,培养时间同前相应指标. 利用半胱氨酸和









阳性细菌数 ;转化 Ca3 ( PO4) 2 细菌计数 ,是观察并计











酸盐) ,有的不能被利用 (如硫代谢产生的 H2 S) . 因
此 , 检测了利用有机硫 (半胱氨酸 ) 和无机硫
(Na2S2O3) 产 H2 S 的细菌类群及其在底泥中的分
布 ,以及分解有机磷和转化无机磷的细菌及其在底
泥中的分布. 表 1 是底泥中参与硫、磷化合物相关代
谢的细菌生理类群的计数结果. 图 1 是不同生理类
群细菌数量在底泥不同深度的分布情况. 表 1 表明 ,
底泥中利用半胱氨酸产 H2S 的细菌数量 > 利用
Na2 S2O3 产 H2 S 的细菌数量 > 硫酸盐还原菌数量 ;
图 1A 可以看出 ,自底泥表面向底泥深处的纵向分
布特征是利用 Na2S2O3 产 H2 S 的细菌生物量和硫
酸盐还原菌数量呈逐渐减少的趋势 ,利用半胱氨酸
产 H2S 的细菌数量分布没有明显的变化规律. 表 1
还可以看出 ,产磷酸酯酶的细菌数量 > 分解卵磷脂




Table 1 　Poputation of sulfur2cycling & phosphorous2cycling bacteria
细菌类群
数量
/ 个·g - 1
占细菌总数
的比例/ %
好氧细菌 5186 ×107 9917
厌氧细菌 1152 ×105 013
利用半胱氨酸产 H2S 细菌 1161 ×106 217
利用 Na2S2O3 产 H2S 细菌 4135 ×103 < 011
硫酸盐还原菌 25 < 011
产磷酸酯酶细菌 1121 ×106 2106
分解卵磷脂细菌 2117 ×105 0137
转化 Ca3 ( PO4) 2 细菌 6196 ×103 0112
1)表中数据为 0～12cm 深度采集的 6 个 底泥样品细菌计数结果的




它们利用半胱氨酸和 Na2S2O3 产 H2S ,以及产磷酸
酯酶、分解卵磷脂、转化 Ca3 ( PO4) 2 的能力 ,其目的
在于了解相关代谢生理类群的细菌种群结构和分
布 ,结果见表 2. 表 2 结果表明 :底泥中分离的细菌
菌株绝大多数能代谢有机或无机硫化合物产 H2 S ,
占分离总株数的 9016 % ,其中利用半胱氨酸产 H2 S
的细菌占总数的 8211 % ,利用 Na2S2O3 产 H2S 的细
菌占总数的 4016 % ; 而底泥中分离的参与磷化合物
代谢的细菌明显少于硫化合物代谢的细菌 ,其菌株
数量占总数的 4314 % ,其中产磷酸酯酶的细菌占总
数的 3817 % ,分解卵磷脂和转化 Ca3 ( PO4) 2 的细菌
均占总数的 318 %. 这一结论与表 1 中对沉积物的
细菌总数测定结果相对应.
图 1 　底泥中与硫( A)和磷( B)代谢相关细菌种群数量的纵向分布
Fig. 1 　Distribution of sulfur2(A) and phosphorous (B)2metabolizing




株细菌进行了综合分类鉴定 ,首先对所试的 97 株细
菌进行常规的生理生化特征鉴定 ,在此基础上 ,从中
选择出 33 株细菌 ,进行 16S rDNA 序列测定及序列
比对 ,结果见表 3.
该种检测结果与常规细菌鉴定结果大体接近 ,
例如 ,分离菌株 228 染色后镜检观察是一株芽孢杆
菌 ,与已知的巨大芽孢杆菌 16S rDNA 的序列相似
性达到 99 % ,菌株 629 ,4213 以及 5212 与已知的芽
孢杆菌属和盐芽孢杆菌属中相关种的序列相似性均
在 99 % , 菌株 1215 是一株革兰氏阳性球菌 , 与
Plannococcus m ariti m us 菌 (一种动性球菌属中的细
菌)的序列相似性为 9812 %. 菌株 125、1219、222、22
16、323、3212、4215、5210、6216 等 ,虽然目前已将它
们初步归类到相应的属中 ,但它们的 16S rDNA 序
列与 GenBank 中已知细菌序列的相似性比较低 ,例
9512 期 环 　　境 　　科 　　学
　　 表 2 　底泥细菌对含硫、磷化合物的转化
Table 2 　Conversions of sulfur2 or phosphorous containing compounds by bacteria from sediments















产磷酸酯酶 (41 株) 123、125、129、1216、221、223、224、225、226、2210、2212、2213、2216、321、323
325、326、327、3210、3215、421、422、424、427、4212、4215、4216、4217、4221
4222、522、528、529、5215、5216、5217、622、623、6213、6214、6216
分解卵磷脂 (4 株) 121、1218、1219、522
转化 Ca3 ( PO4) 2 (4 株) 1218、328、5215、623
如菌株 1219 ,它与 GenBank 中已知细菌序列的最大




菌株的综合鉴定结果见表 4. 从表 4 中可以看出 , 97
株细菌可大致分为 9 个类群 ,分别为芽孢杆菌属类
群 (40 株) 、盐芽孢杆菌属类群 (21 株) 、短芽孢杆菌
属类群 (6 株) 、其他产芽孢细菌类群 (16 株) 、微杆菌
属类群 (4 株) 、动性球菌属类群 (1 株) 、其他革兰氏
阳性菌类群 (4 株) 、发酵型革兰氏阴性菌类群 (4 株)
和非发酵型革兰氏阴性菌类群 (1 株) .
21312 　代谢硫、磷化合物的细菌种群结构
结合表 2 和表 4 可以看出 ,代谢硫、磷化合物的
细菌种群结构及其在底泥中的分布情况. 利用半胱
氨酸产 H2 S 的细菌主要是产芽孢细菌 ,特别是芽孢
杆菌属 (38 株)和盐芽孢杆菌属 (19 株)的菌株 ,革兰
氏阳性微杆菌属 (6 株) 的菌株也参与这一作用 ,尽
管其在分离的细菌总株数中所占比例很小 ;利用
Na2 S2O3 产 H2 S 的细菌种群明显少于利用有机硫化
合物半胱氨酸产 H2 S 的细菌种群 ,这些细菌包括 :
芽孢杆菌属 (17 株) 、盐芽孢杆菌属 (8 株) 和微杆菌
属 (4 株)的菌株 ;代谢硫化合物的细菌从底泥表面
至 12 cm 深处均有菌株检出. 参与磷元素循环的细
菌种群明显少于代谢硫化合物的细菌种群 ,其中产
磷酸酯酶的细菌种群较多 ,主要有芽孢杆菌属 (15
株) 、盐芽孢杆菌属 (12 株)和微杆菌属 (3 株) ;能分
解卵磷脂的细菌种群最少 ,仅分离到芽孢杆菌属和
微杆菌属各 2 株 ,共 4 株细菌 ;转化 Ca3 ( PO4) 2 的细






311 　底泥中产 H2 S 的细菌种群对养殖环境的影响
海洋环境中硫元素循环的研究具有重要的理论
和经济意义[16 ] ,其中硫化氢 ( H2 S) 污染是致使养殖
环境恶化 ,造成虾病频繁发生的重要原因之一[11 ] .
H2S 释放会使养殖环境水体的 p H 值降低 ,而偏低
的 p H 条件又使细菌代谢有机硫或无机硫产 H2S 的
作用加剧[12 ,13 ] ,从而形成一种恶性循环 ,因此 ,研究
细菌代谢硫化合物产 H2 S 的细菌种群、生物量、代
谢能力和条件 ,对维护养殖环境的生态平衡、控制甚
至消除 H2 S 污染非常重要. 由本文上述实验结果可
见 ,养虾池底泥环境中细菌代谢硫化合物产 H2S 的
能力很强 ,大多数的细菌能利用有机硫产 H2S ,同时
相当数量的细菌具有代谢无机硫产 H2 S 的能力. 尤
为重要的是上述细菌可以在好氧条件下利用有机硫
或无机硫产 H2S ,而人工养虾通常密度较高 ,需要保
证充足的溶解氧 ,为此类细菌的生长繁殖和产 H2 S
创造了有利条件. 实验数据还表明 ,该底泥环境中硫
酸盐还原菌很少 (见表 1) ,这是由于硫酸盐还原菌
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　　 表 3 　33 株底泥分离细菌的 16S rDNA测序比对结果
Table 3 　Results of blasted sequence of PCR2amplified 16S rDNA fragment of 33 bacterial strains from the sediment
菌株编号 比对序列长度 GenBank 收录号 Blast 相似性最高菌株种群及其在 GenBank 收录号 相似性/ %
121 347bp AJ784160 Bacill us cereus ATCC14579 　(AE017013) 99
125 644bp AJ781721 Halobacill us karajiensis DSM14948 　(AJ486874) 96
126 547bp AJ781696 Bacill us f i rm us 10v2 　(AF526919) 99
128 612bp AJ781695 Bacill us jeotgali YKJ210 T 　(AF221061) 99
1215 644bp AJ781718 Planococcus mariti m us TF29 　(AF500007) 98
1219 823bp AJ783958 S anguibacter suarezii ST50 　(X79451 ) 94
222 1500bp A Y523411 Bacill us sp . YY 　(AF414443) 98
223 631bp AJ781697 Bacill us sp . TP1. 1 　(AF440439) 99
228 647bp AJ781698 Bacill us megaterium KL2197 　(A Y030338) 99
229 629bp AJ781699 Bacill us sp . PL212 　(AF326366) 99
2216 644bp AJ781722 Halobacill us karajiensis DSM14948 　(AJ486874) 95
323 644bp AJ781724 Halobacill us karajiensis DSM14948 　(AJ486874) 95
328 644bp AJ781713 Halobacill us t rueperi DSM10404 T 　(AJ31014) 97
3212 552bp AJ697862 Planococcus sp . J G07AF 　(AF144750) 95
3215 552bp AJ781723 Halobacill us karajiensis DSM14948 　(AJ486874) 95
427 844bp AJ781709 Bacill us sp . YKJ211 　(AF221062) 98
4210 552bp AJ781714 Halobacill us t rueperi DSM10404 T 　(AJ310149) 99
4212 537bp AJ781701 Bacill us baekryungens SW293 　(AF541965) 98
4213 726bp AJ781700 Bacill us aquaemaris TF212 　(AF483625) 99
4214 632bp AJ781702 Bacill us sp . PL212 　(AF326366) 98
4215 647bp AJ781725 Halobacill us karajiensis DSM14948 　(AJ486874) 96
4220 552bp AJ781707 Bacill us sp . 　(AF218243) 99
4221 669bp AJ781720 Halobacill us sp . D28 　(A Y351395) 98
528 843bp AJ781706 Bacill us sp . TP1. 1 　(AF440439) 99
5216 630bp AJ781710 M arine bacterium SE105 　(A Y038902) 99
5217 658bp AJ781711 M arine bacterium SE105 　(A Y038902) 99
622 565bp AJ781703 Bacill us f i rm us 10v2 　(AF526919) 98
623 565bp AJ781704 Bacill us anthracis Str. AME 　(AE017024) 98
629 845bp AJ781705 Bacill us pumilus TU T1009 　(AB098578) 99
6213 552bp AJ781712 M arine bacterium SE105 　(A Y038902) 99
6214 851bp AJ781708 Bacill us sp . TP1. 1 　(AF440439) 99
6215 658bp AJ781719 Halobacill us sali nus stains HSL23 　(AF500003) 96
6215 1492bp AJ783959 S alegentibacter salegens DSM5424 T 　(M92279) 97
表 4 　参与硫、磷元素循环的 97 株细菌的鉴定结果
Table 4 　Identification and 97 strains of sulfur2cycling & phosphorous2cycling bacteria
细菌属、种 菌 株 编 号
芽孢杆菌属
( Bacill us sp . )
121 3 、122、126 3 、1210、1211、222 3 、223 3 、228 3 、229 3 、2210、2212、2214
2215、2217、324、3210、423、426、4212 3 、4213 3 、4216、4217、4219、4222
4224、521、522、525、527、529、5213、5216 3 、5217 3 、622 3 、623 3 、626
629 3 、6211、6212、6213 3
盐芽孢杆菌属
( Halobacill us sp . )
124、125 3 、127、221、225、2211、2213、2216 3 、322、323 3 、325、326、327
328 3 、3215 3 、424、4210 3 、4211、4221 3 、523、6215 3
短芽孢杆菌属 ( Bevibacill us sp . ) 226、3211、524、5215、621、624
其它产芽孢细菌
(Other spore2forming Bacteria)
123、128 3 、129、1213、321、329、4 21、4 22、4 25、4 27 3 、4 214 3 、
4 218、4 220 3 528 3 、6210、6214 3
微杆菌属 ( Microbacterium sp . ) 1214、1218、224、4215 3
动性球菌属 ( Planococcus sp . ) 1215 3
其它革兰氏阳性菌 1220、3212 3 、5210、1219 3
发酵型革兰氏阴性菌 1216、2218、6217、6216 3
非发酵型革兰氏阴性菌 1217
3表示菌株已经测序 (500bp 左右的碱基序列) ,共计 33 株. 　
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为严格厌氧生长 ,只有当环境趋于缺氧条件时 ,其产
H2 S 的作用才会逐渐提高 ,在养殖阶段溶氧比较充
足的情况下 ,细菌代谢有机硫和无机硫产 H2S 的作
用均明显强于硫酸盐还原菌 ,因此认为 ,至少在养殖





物 ,特别是细菌 ,将其转化为可溶的磷酸盐后 ,才能
被其他的生物利用[15 ] . 在养殖水体中的磷酸盐主要
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